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® Verfahren zur rnikrobiellen Herstellung von Aminosauren durch gesteigerte Aktivitat von Exponcarriern 
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(57) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur rnikrobiellen 
Herstellung von Aminosauren, bei dem die Exportcarrierakti- 
vitat und/oder die Exportgenexpression eines die entspre- 
chende Aminosaure produzierenden Mikroorganismus er- 
hoht wird. ErfindungsgemaS wurde gefunden, daS fur den 
Export von Aminosauren jeweils nur ein einziges, spezifi- 
sches Gen verantwortlich ist, so daS erfindungsgemaS 
erstmais ein Verfahren zur rnikrobiellen Herstellung von 
Aminosauren zur Verfugung gestellt wird, bei dem gezielt 
die Exportgenexpression und/oder die Exportcarrieraktivitat 
emes die entsprechende Aminosaure produzierenden Mikro- 
organismus erhoht wird. Die aus dieser Verfahrensweise 
resultierende, gesteigerte Expression bzw. Aktivitat des 
Exportcarriers fuhrt zu einer erhohten Secretionsrate. so daS 
der Transport der entsprechenden Aminosaure erhoht ist- 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur mikrobielien Hersteilung von Aminosauren gemaB den Anspruchen 1 
bis 20, Exportgene nach Anspruch 21 bis 26, Regulatorgene nach Anspruch 27 und 28, Genstrukturen gemaB den 
s Anspruchen 29 und 30, Vektoren nach Anspruch 31 bis 33, transformierte Zelien nach Anspruch 34 bis 40, 
Membranproteine gemaB Anspruch 41 und 42 sowie Verwendungen nach Anspruch 43 bis 48. 

Aminosauren sind von groBem wirtschaftlichen Interesse, wobet di _ Verwendung von Aminosauren vielfaltig 
ist: So wird z. B. L-Lysin, wie auch L-Tbreonin, und L-Tryptophan als Futtermittelzusatz benotigt, L-GIutamat 
als Gewurzzusatz, L-fsoleucin und L-Tyrosin in der pharmazeutischen Industrie, L-Arginin und L-Isoleucin als 
io Medikament, oder L-GIutaraat und L-Phenylalanin als Ausgangssubstanz zur Synthese von Feuichemikalieru 

Eine bevorzugte Methode zur Hersteilung dieser verschiedensten Aminosauren ist die biotechnologische 
Hersteilung mittels Mikroorganismen; denn auf diese Weise wird direkt die biologisch wirksame und optisch 
aktive Form der jeweiligen Aminosaure erhalten, und es konnen einfache und preisgunstige Rohstoffe eingesetzt 
werden. Als Mikroorganismen werden z. B. Corynebacterium giutaraicum und seine Verwandten ssp. flavuin und 
15 ssp. Iactofermentum (Liebl et aLJnt J System Bacteriol (1991) 41: 255—260) wie auch Escherichia coli und 
verwandte Bakterien eingesetzt 

Diese Bakterien produzieren die Aminosauren normalerweise aber nur in der zum Wachstum bendtigten 
Menge, so daB also keine uberschussigen Aminosauren gebildet und ausgeschieden werden, Dies ist darin 
begrundet, daB in der Zelle die Biosynthese der Aminosauren in vieifacher Weise kontrolliert wird. Folglich sind 
20 bereits verschiedenste Verfahren bekannt, urn die Produktbildung durch Ausschaltung der Kontrollmechanis- 
men zu steigern. Bei diesen Prozessen werden z. B. Aminosaureanaloga eingesetzt, urn die effektive Regulation 
der Biosynthese auszuschalten. So ist ein Verfahren beschrieben, bei dem Corynebaaerium-Stamme benutzt 
werden, die gegen L-Tyrosin- und L-Phenylalaninanaloga resistent sind(JP 19037/1976 und 39517/1978). Ebenso 
sind Verfahren beschrieben, bet denen gegenuber L-Lysin- oder auch L-Threoninanaloga resistente Bakterien 
25 eingesetzt werden, urn die Kontrollmechanismen zu uberwinden (EP 0205 849 Bl, UK Patent Application 
GB 2 152 509 A). 

Weiterhin sind auch durch rekombinante DNA-Techniken konstruierte Mikroorganismen bekannt, bei denen 
ebenfaJls die Regulation der Biosynthese aufgehoben ist, indem die Gene, die fur die nicht mehr feedback-inhi- 
bierbaren Schlusselenzyme kodieren, kloniert und exprimiert werden So ist z. B. ein rekombinantes, L-Lysin 

30 produzierendes Bakterium rait plasmidkodierter, feedback-resistenter Aspartatkinase bekannt (EP 0 381 527). 
Ebenso ist ein rekombinantes, L-Phenylalanin produzierendes Bakterium mit feedback-resistenter Prephenat- 
dehydrogenase beschrieben (JP 124375/1986, EP 0 488 424). Daruber hinaus wurden auch durch Oberexpression 
von Genen, die nicht fur feedback-sensitive Enzyme der Aminosauresynthese codieren, erhohte Aminosaureaus- 
beuten erreichL So wird z. B. die Lysinbildung durch erhohte Synthese der Dmydrodipicolinatsynthase verbes- 

35 sert (EP 0 197 335). Ebenso wird durch erhohte Synthese der Threonindehydratase eine verbesserte Threoninbil- 
dung erreicht (EP 0 436 886 Al> 

Weitere Versuche zur Erhdhung der Aminosaureproduktion zielen auf eine verbesserte Bereitstellung der 
zellularen Primarmetabolite des Zentxalstoffwechsels. So ist bekannt, daB die durch rekombinante Techniken 
erreichte Oberexpression der Transketolase eine verbesserte Produktbildung von L-Tryptophan, L-Tyrosin, 

40 oder L-Phenylalanin ermoglicht (EP 0 600 463 A2\ Weiterhin fuhrt die Reduktion der Phosphoenolpyruvatcar- 
boxylase-Aktivitat in Corynebacterium zu verbesserter Bildung aromatischer Aminosauren (EP 0 3331 145). 

Diese vielfaldgen Versuche zur Produktivitatssteigerung sind insgesamt darauf gerichtet, die Limitation der 
cytosolischen Synthese der Aminosauren zu uberwinden. Als eine weitere Limitation kommt grundsatzlich aber 
auch der Export der im Zellinneren gebildeten Aminosauren ins Kulturmedium in Betracht Daher gibt es 

45 vereinzelte Ansatze, diesen Export und damit die Wirtschaftlichkeit der Aminosaureproduktion zu verbessern. 
So hat man die Zellpermeabiiitat bei Corynebacteriuin durch Biodnmangel, Detergenz- oder Penicillinbehand- 
lung erhdht. Diese Ausschleusehilfen waren jedoch ausschlteBIich bei der Glutamatproduktion erfolgreich, 
wahrend die Synthese anderer Aminosauren auf diese Weise nicht verbessert werden konnte. Auch sind 
Bakterienstamme entwickelt worden, bei denen die Aktivitat des Sekreuonssystems aufgrund chemischer oder 

50 physikalischer Mutation erhoht ist Es wurde dadurch beispielsweise ein Corynebacterium glutamicum-Stamm 
erhalten, der sich durch eine verbesserte Sekretionsaktivitat insbesondere fur die L-Lysinproduktion eignet 
(DE 42 03 320). 

Insgesamt zeichnen sich alle bisher durchgefuhrten Versuche zur Erhdhung der Sekretion zellintern gebilde- 
ter Aminosauren dadurch aus, daB ein erhohter Efflux von Aminosauren aufgrund der gewahlten ungerichteten 

55 bzw. unspezifischen Methoden nur durch Zufall erreicht werden konnte. Einzig in der Deutschen Patentanmel- 
dung No. 195 23 279.8-41 ist ein Verfahren beschrieben, das es erlaubt, die Sekretion zellintern gebildeter 
Aminosauren ganz gezielt zu erhdhen, indem die Expression von fur den Import von Aminosauren kodierenden 
Genen erhdht wurde. Die dieser Vorgehensweise zugrundeliegende Erkenntnis, daB die Zelle Importproteine 
fur den Export von Aminosauren verwendet wie auch die Tatsache, daB Mikroorganismen von Natur aus keine 

60 uberschussigen Aminosauren bilden und ausscheiden, legt die Vermutung nahe, daB fur den Aminosauretrans- 
port speziftsche Exportgene bzw. -proteine gar nicht existieren, sondern daB aus der ZeUe die Aminosauren uber 
andere Exportsysteme exkretiert werden. 

Die bisher bekannten Exportsystem exportieren giftige Metallionen, toxische Antibiotika und hohermoleku- 
lare Toxine. Dies Exportsysteme sind reiativ komplex aufgebaut: In der _R gel sind Membranprot in der 

65 Cytoplasmamembran beteiligt, die jedoch nur eine Teilreaktion des Exports bewirken, so daB vermudich fur den 
Transport zusatzliche, extracytoplasmatische Hilfsprotein erforderlich sind (Dinh, T. et aL, A family of xtracy- 
toplasmic proteins that allow transport of large molecules across the outer membranes of gram-negative 
bacteria. J. Bacteriol 1994, 176: 3825—3831). Desweiteren ist bekannt, daB bei dem sec-abhangigen Exportsy- 
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stem fur extrazellulare Protetne mindestens 6 verschiedene Proteinkoraponenten fur den Export essentieil sind. 
Dieser Stand der Technik legt die Vermutung nahe, daB ebenso die fur den Export von Aminosauren zustandi- 
gen, aber bislang unbekannten Systerne aus mehrer n Proteinkoraponenten bestehen bzw. raehrere Gen fur 
den Export von Aminosauren zustandig sind Hinweis dafur konnten die von Vrljic et aL beschriebenen (J 
Bacteriol (1995) 177:4021 — 4027) verschiedenen, im Lysinexport defekten Mutan ten sein. 5 

Es wurde nunmehr uberraschenderweise gefunden, daB fur den Export von Aminosauren jewetls nur ein 
einziges, spezifisches Gen verantwortlich 1st, so daB erfindungsgemaB erstmais ein Verfahren zur mikrobiellen 
Hersteliung von Aminosauren zur Verfugung gestellt wird, bei dem gezielt die Exportgen-Expression und/oder 
die Exportcarrier-Aktivitat eines die entsprechende Aminosaure produzierenden Mikroorganismus erhoht wird. 
Die aus dieser Verfahrensweise resultierende, gesteigerte Expression bzw. Aktivitat des Exportcarriers fuhn zu to 
einer erhohten Sekretionsrate, so daB der Export der entsprechenden Aminosaure erhoht ist Auch akkumulie- 
ren derart veranderte Mikroorganismen einen erhohten Anteil der entsprechenden Aminosaure im Kulturmedi- 
um. 

Zur Erhohung der Exportcarrier-Aktivitat wird insbesondere die endogene Aktivitat eines Aminosaure- pro- 
duzierenden Mikroorganismus erhoht Eine Erhohung der Enzymaktivitat kann beispielsweise erretcht werden, 15 
indem durch Veranderung des katalytischen Zentrums ein erhdhter Substratumsatz erfolgt oder indem die 
Wirkung von Enzyminhibitoren aufgehoben wird. Auch kann eine erhohte Enzymakdvitat durch Erhdhung der 
Enzymsyn these, beispielsweise durch GenampLifikationen oder durch Ausschaltung von Faktoren, die die En- 
zym-Biosynthese reprimieren, hervorgerufen werdea Die endogene Exportcarrier-Aktivitat wird vorzugsweise 
durch Mutation des endogenen Exportgens erhoht Derartige Mutationen konnen entweder nach kJassischen 20 
Methoden ungerichtet erzeugt werden, wie beispielsweise durch DV-Bestrahlung oder mutationsausldsenden 
Chemikalien, oder gezielt mittels gentechnologischer Methoden wie DeIetion(en), Insertion(en) und/oder Nu- 
kieotidaustausch(e) Die Exportgen-Expression wird durch Erhdhen der Genkopienzahl und/oder durch Verstar- 
kung regulatorischer Faktoren, die die Exportgen-Expression positiv beeinflussen, erhoht So kann eine Verstar- 
kung regulatorischer Elemente vorzugsweise auf der Transkripdonsebece erfolgen, indem insbesondere die 25 
Transkriptionssignale erhoht werden. Dies kann beispielsweise dadurch erfolgen, daB durch Veranderung der 
dem Strukturgen vorgeschalteten Promotorsequenz der Promotor in seiner Wirksamkeit erhoht wird oder 
indem der Promoter komplett durch wirksamere Promotoren ausgetauscht wird. Auch kann eine Verstarkung 
der Transkription durch entsprechende Beeinflussung eines dem Exportgen zugeordneten Regulatorgens erfol- 
gen, wie weiter unten ausgefQhrt wird. Daneben ist aber auch eine Verstarkung der Translation moglich, indem 30 
beispielsweise die Stabilitat der m-RNA verbessert wird. 

Zur Erhohung der Genkopienzahl wird das Exportgen in ein Genkonstrukt bzw. in einen Vektor eingebaut, 
vorzugsweise in einen Vektor mit niedriger Kopienzahi Das Genkonstrukt enthalt insbesondere dem Exportgen 
zugeordnete regulatorische Gensequenzen, vorzugsweise solche, die die Genexpression verstarken. Die regula- 
torischen Gensequenzen weisen insbesondere eine fur die in Tabelle 1 angegebene Aminosauresequenz oder 35 
deren AJlelvariationen kodierende Nukleoddsequenz bzw. eine Nukleoddsequenz von Nukleotid 954 bis 82 
gemaB Tabelle 2 oder eine im wesentlichen gleichwirkende DNA-Sequenz auf. AUelvariationen bzw. gieichwir- 
kende DNA-Sequenzen umfassen insbesondere funktioneile Derivate, die durch Deledon(enX Insertion(en) 
und/oder Subsdtudon(en) von NukJeotiden aus entsprechenden Sequenzen erhaldich sind, wobei aber die 
Regulatorprotein-Aktivitat bzw. -Funktion erhalten bleibt oder sogar erhoht ist: So kann durch Mutation der 40 
regulatorischen Gensequenz die Effektivitat der Bindung des Regulatorproteins an die DNA des zu regulieren- 
den Exportgens so beeinfluBt sein, daB dadurch die Transkripdon verstarkt und somit die Genexpression erhoht 
ist Desweiteren konnen dem Exportgen als regulatorische Sequenzen aber auch sog. "enhancer" zugeordnet 
sein, die uber eine verbesserte Wechselwirkung zwischen RN A- Polymerase und DNA ebenfalls eine erhdhte 
Exportgen-Expression bewirken. 45 

Fur den Einbau des Exportgens in ein Genkonstrukt wird das Exportgen vorzugsweise aus einem Mikroorga- 
nismen-Stamm der Gattung Cozyne bacterium isoliert, und mit dem das Exportgen enthaltende Genkonstrukt 
ein die entsprechende Aminosaure produzierender Mikroorganismen-Stamm, insbesondere Corynebacterium, 
transformiert Die Isolierung und Transformation des entsprechenden Trans portgens erfolgt nach gangigen 
Methoden: Im Falle der [solierung und Klonierung eines Trans portgens aus Corynebacteriuin eignet sich 50 
beispielsweise die Methode der homoiogen KompEementadon einer exportdefekten Mutante (J Bacteriol (1995) 
177: 4021—4027). Fails keine direkte Klonierung des Strokturgens mogOcfa ist, kann zunachst auch die Insertion 
von Vektorsequenzen in das Transportgen erfolgen, urn es dann uber "piasmid-rescue'' in Form inaktiver 
Fragmente zu isoiieren, Fur das erfindungsgemaBe Verfahren eignen sich insbesondere Gene aus C glutainicum 
ATCC 13032 oder Q glutamicuin ssp. flavura ATCC 14067 oder auch C glutainicum ssp. lactoferinentum ATCC ss 
13869. Nach isolierung der Gene und deren in vitro- Rekombination mit bekannten Vektoren (Appl Env Micro- 
biol (1989) 55: 684 — 688; Gene 102 (1991) 93—98), erfolgt die Transformation in die Aminosaure-produzierenden 
Stamme durch Elektroporadon (Liebl et aL (1989) FEMS Nicrobiol Lett 65: 299—304) oder (Conjugation 
(Schafer et aL (1990) J Bacteriol 172: 1663—1666). Fur die Obertragung werden vorzugsweise Vektoren mit 
niedriger KopienzahJ eingesetzt Als Wirtszellen werden vorzugsweise solche Aminosaureproduzenten einge- eo 
setzt, die in der Synthese der entsprechenden Aminosauren dereguliert sind und/oder die einen erhohten Anteil 
an Zentralstoffwechselmetaboliten enthalten. 

Nach Isolierung sind Exportgene mit Nukleotidsequeazen erhoitlich. die f ur di in Tabell 3 angegebene 
Aminosauresequenz oder deren AJlelvariationen kodieren bzw. die die NukJeotidsequenz von Nukleotid 1016 
bis 1725 gemaB Tabelle 2 oder eine im wesendichen gleichwirkende DNA-Sequenz aufweisen. Auch hier ss 
umfassen AJlelvariationen bzw. gleichwirkende DNA-Sequenzen insbesondere funktionell Derivate im oben 
fur die regulatorischen Sequenzen angegebenen Sinne. Diese Exportgene werden vorzugsweise im erfindungs- 
gemaB en Verfahren eingesetzt 
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Dem Exportgen mit oder ohne vorgeschaketem Promotor bzw. mit oder ohne zugeordnetem Regulatorgen 
konnen ein oder raehrere DNA-Sequenzen vor- und/oder nachgeschaJtet sein, so daB das Gen in einer Gen- 
struktur enthaJten ist 

Durch Klonierung von Exportgenen sind Plasmide bzw. Vektoren erhaltlich, die das Exportgen enthaJten und 
5 — wie bereits oben erwahnt — zur Transformation eines Aminosaure-Produzenten geeignet sind. Die durch 
Transformation erhaltlichen ZeUen, b i denen es sich vorzugsweise ura transformierte ZeUen von Coryn bacte- 
rium handelt, enthalten das Gen in replizierbarer Form, <L h. in zusatzlichen Kopten auf dem Chromosom, wobei 
die Genkopien durch homologe Rekombination an beliebigen Stellen des Genoms integriert werden, und/oder 
auf einem Plasmid bzw. Vektor. 

io Es sind eine Vielzahl von Sequenzen bekannt, die fur Membranproteine unbekannter Funktion kodieren. 
Durch die erfindungsgemaBe Bereitsteilung von Exportgenen, wie beispielsweise des Exportgens mit der Nu- 
kleotidsequenz von Nukleotid 1016 bis 1 725 gemaB Tabelle 2, bzw. der entsprechenden Exportproteine, wie z, B. 
das nut der Aminosauresequenz gemaB Tabelle 1, konnen nunmehr Membranproteine, deren Funktion der 
Transport von Aminosauren ist, durch Sequenzvergleich identifiziert werden. Das damn identifizierte Exportgen 

js kann anschliefiend zur Verbesserung der Aminosaureproduktion nach dem erfindungsgemaBen Verfahren 
eingesetzt werden. 

Die aus dem Stand der Technik bekannten Membranproteine besitzen in der Regel 12, zum Teil auch 4 
transmembrane Helices. Es wurde nunmehr uberraschenderweise gefunden,daB die fur den Export von Amino- 
sauren zustandigen bzw. geeigneten Membranproteine 6 transmembrane Helices aufweisen (vgL z. B. die in 
20 Tabelle 3 aufgefuhrte Aminosauresequenz eines Exportproteins, bei der die 6 transmembranen Bereiche durch 
Unterstreichen kenntlich gemacht sindX Damit Iiegt hier eine bisher noch nicht beschriebene und somit neue 
Klasse von Membranproteinen vor. 

Ausfuhrungsbeispiele 

25 

a) KJonierung eines Exportgens und Klonierung eines Regulators aus Corynebacterium glutamicum 

Chroraosomale DNA aus C glutamicum R127 (FEMS Microbiol Lett (1989) 65: 299 -304) wurde, wie bei 
Scharzer et aL (Bio/Technology (1990) 9: 84-87) beschrieben, isoliert Diese wurde mit dem Restriktionsenzym 
30 Sau3A gespalten und durch Saccharose-Gradienten-Zentrifugation, wie bei Sambrook et aL (Molecular Cloning 
A laboratory manual (1989) Cold Spring Harbour Laboratory Press) beschrieben, aufgetrennt Die einzelnen 
Fraktionen wurden gelelektrophoretisch auf ihre GroBe hin analysiert und die Fraktion mit einer Fragmentgrd- 
Be von etwa 6—10 kb zur Ligation mit dem Vektor pJCl eingesetzt. Dazu wurde der Vektor pJCl mit BamHI 
hneansiert und dephosphoryiiert FQnf ng davon wurde mit 20 ng der chromosomaien 6— 10 kb Fragmente 
35 hgiert Mit dem gesamten Ligationsansatz wurde die exportdefekte Mutante NA8 (J Bacteriol (1995) 177- 
4021 -4027) durch Elektroporation (FEMS Microbiol Lett (1989) 65: 299-304) transformiert. Die Transforman- 
ten wurden auf LBHIS (FEMS Microbiol Lett (1989) 65: 299-304) mit 15 jig Kanamycin pro ml selektionierL 
Dtese Tramformanten wurden umfangreichen Plasmidanalysen unterzogen, indem 200 der insgesamt 4500 
erhaltenen Klone einzeln angezogen, und deren Piasmidanteil, und -groBe bestimmt wurden. Im Durchschnitt 
40 trug etwa die Halfte der untersuchten Kanamycin-resistenten Klone ein rekombinantes Plasmid mit einem 
Insert der durchschnittUchen GroBe von 8 kb. Damit ergibt sich eine Wahrscheinlichkeit von 0,96 fur die 
Anwesenheit jedes x-beliebigen Gens aus C glutamicum in der errichteten Genbank. Die 4500 erhaltenen 
Transformanten wurden alle einzeln auf Wiedererhalt der Lysinsekretion gepruft. Dazu wurde das von Vrljic 
beschriebene System zur Induktion der L-Lysinausscheidung in Corynebacterium glutamicum eingesetzt (J 
45 Bactenoi (1995) 177: 4021 -4027). Dazu wurden sogenannte Minimalraedium-Indikatorplatten hergestellt, die 
pro liter 20 g (Nr^fcSO* 5 g Harnstoff, 1 g KH2PO4, 1 g K2HPO4, 0^5 g MgS0 4 x 7 H 2 0, 42 g Morpholinopro- 
pansulfon-saure, 1 ml CaQ 2 (1 g/100 mlX 750 ml dest, 1 ml Cg Spuren-salze, 1 ml Biotin (20 mg/100 mlX pH7 4% 
Glukose 13 mg Protokatechusaure, 1 rag FeS0 4 x 7 H 2 0, 1 mg MnSO* x H 2 0, 0,1 mg ZnS0 4 x 7 HjO, 0 t 02 mg 
C11SO4, 0,002 mg N1CI2 6 H2O. 20 g Agar-Agar, sowie 10 7 Zellen/ml der Lysin-auxotrophen C glutainicum 
50 Mutante 49/3 enthielten. Die ursprunglichen 4500 Transformanten wurden alle einzeln mittels Zahnstocher auf 
die Indikatorplatten gepickt, mit jeweils einer Kontrolle des ursprunglichen Nichtausscheiders NA8 (J Bacteriol 
(1995) 177: 4021—4027) und des Ausgangsstammes R127. Parallel wurden jeweils 2 Platten beimpft, von denen 
nur eine zusatzlich 5 niM L-Methionin enthielt, um so die Lysinausscheidung zu induzieren. Die Indikatorplatten 
wurden bei 30*C inkubiert, und nach 15, 24 und 48 Stunden untersucht. Insgesamt wurden so 29 Klone erhalten, 
ss die auf der nut Methionin verse tzten Indikatorplatte etnen Wachstumshof durch den Indikadonsstamms 49/3 
zeigten. Die Klone wurden vereinzelt, und dann erneut, wie oben beschrieben, auf Wiedererhalt des Wachstums- 
hofs gepruft. Auf diese Weise wurden die zwei Klone NA8 pMV8-5-24 und NA8 pMV6-3 erhalten, die die 
Fahigkeit wiedererhalten hatten, Lysin auszuscheiden. 
Von diesen Klonen wurden Piasmidprapararionen, wie bei Schwarzer et aL (Bio/Technology (1990) 9: 84—87) 
60 beschrieben, durchgefuhrt Durch Retransformation in NA8 wurde der plasmidgebundene Effekt der Ausschei- 
dung von L-Lysin bestadgt Beide Plasmide wurden einer Restriknonsanalyse unterzogen. Plasmid pMV8-5-24 
tragt ein Insert von 83 kb, und pMV6-3 eines von 9,5 kb. Die physikaiische Kartierung der Inserts zeigt Fig. 1. 

b) Subkionierung eines DNA- Fragments, das den Lysinexport rekonsdtuiert 

65 

Vom Insert des Plasmids pMV6-3 wurden unter Nutzung der bestimraten Restriktionsschnittstellen einzelne 
Subldone hergesteUt So wurde das 3,7 kb Xhol-Sail- Fragment das 23 kb BamHI- Fragment und das 72 kb 
BamHI-Fragment mit dem ntsprechend geschnittenem und behandeltem Vektor pJCl (Mol Oen Genet (1990) 
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220: 478—480) ligiert. Mit den Ligationsprodukten wurde direkt C qlutamicum NA8 transform iert, die Transfor- 
manten wie oben beschrieben auf Wiedererhalt der Lysinausscheidung gepruft und die Anw s nheit des Sub- 
Idons durch Plasmidpraparation und Restriktionsanalyse bestadgt. Auf diese Weise wurde als Ideinster Subkion 
der Stamm mit Plasmid pMV2-3 erhaiten (Fig. 1). Dieses, den Lysinexport vennittelnde Fragment enthait als 
Insert das 23 kb BamHI-Fragment aus pMV6-3. 5 

c) Sequenz des Lysinexportgens lysE und dessen Regulators lysG 

Die NukJeotidsequenz des 23 kb BamHI-Fragments wurde nach der Dideoxy-Kettenabbruch-Metfaode von 
Sanger et aL durchgefuhrt (Proc Natl Acad Sci USA (1977) 74: 5463-5467), und die Sequenziereaktionen mit to 
dem AutoRead Sequencing kit von Pharmacia (Uppsala, Sweden). Die elektrophoretische Analyse erfolgte mit 
dem automatischen Laser- Flureszenz DNA Sequenziergerat (AJ-F.) von Pharraacia-LKB (Piscataway, NJ, 
USA). Die erhaltene Nukleotidsequenz wurde mit dem Programmpaket HUSAR (Release 3X>) des Deutschen 
Krebsforschungszentrums (Heidelberg) analysiert Die Nukleotidsequenz und das Ergebnis der Analyse ist in 
Tabelle 2 wiedergegeben. Die Analyse ergibt zwei vollstandige offene Leseraster (ORF) auf dem sequenzierten is 
DNA-Stuck. ORF1 kodien fur ein Protein mit einer Lange von 236 Aminosauren, ORF2 fur eins mit einer Lange 
von 290 Aminosauren. Das von ORF1 abgeleitete Protein zeigt eine Haufung bydrophober Aminosauren, wie sie 
fur raembranstandige Proteine charakteristisch ist. Die detaillierte Analyse der Verteilung der hydrophoben und 
hydrophilen Aminosauren mit dem Programm PHD.HTM (Protein Science (1995) 4: 521 —533) ist in Tabeile 3 
gezeigt Daraus ergibt sich, daB das Protein sechs hydrophobe Helixbereicne enthait, die die Membran durch- 20 
queren. Damit handelt es sich bei diesem Protein urn den gesuchten Exporter der Aminosaure L-Lysin. Das 
entsprechende Gen wird deswegen im Folgenden als lysE bezeichnet Es ist entsprechend in Tabelle 2 markiert. 
ORF2 wird in Gegenrichtung zu ORFt transkribiert Die Sequenzanalyse zeigt, daB ORF2 hohe Identitat mit 
Reguiatorgenen hat, die als eine Familie zusammengefaflt werden (Ann Rev Microbiol (1993) (597— 626). Gene 
dieser Familie reguiieren die Expression der verschiedensten an katabolen oder anabolen Prozessen beteiligter 25 
Gene in positiver Weise. Im Folgenden wird ORF2 deswegen als lysG (Govern «■ Reguiieren) bezeichnet 
Wegen dieser Zuordnung, und weil lysE nur zusammen mit lysG kloniert (siehe a)) und subkloniert werden 
konnte (siehe b)), ist lysc Regulator von lysE und somit ebenfails am Lysinexport beteiligt Das Gen lysG und 
dessen abgeleitete Aminosauresequenz sind ebenfails in Tabelle 2 bzw. Tabelle 1 gezeigt. 

30 

d) Identiftzierung eines unbekannten Membranproteins aus Escherichia coli durch Sequenzvergleich 

Mit den etablierten Sequenzen geraaB Tabelle 3 konnen bereits existierende Sequenzbanken durchsucht 
werden, um so den von sequenzierten Bereichen abgeleiteten Proteinen eine Funktion zuzuordnen. Entspre- 
chend wurde die Aminosauresequenz des Lysinexporters aus C glutaraicum unter Zuhilf enahme des Programm- 35 
pakets HUSAR (Release 3.0) des Deutschen Krebsforschungszentrums (Heidelberg) mit abgeleiteten Protein- 
Sequenzen aller dort deponierten DNA-Sequenzen verglichen. Zu einer einzigen Sequenz bisher unbekannter 
Funktion aus E. coli ergab sich eine hohe Homoiogie von 393% identischen Aminosauren, und 64,9% ahnlichen 
Aminosauren. Der Vergleich ist in Fig. 2 gezeigt. Das bislang nicht charakterisierte offene Leseraster aus E coli 
ist uber dieses Verf ahren damit als ein Arninosaureexportgen identinziert 40 

e) Gesteigerter Export intrazellular akkumulierten L-Lysins 

Der Stamm C glutamicum NA8 (J Bacteriol (1995) 1 77: 4021 —4027) wurde mit Plasmid pMV2-3 transformiert, 
und die L- Lysinausscheidung der Stamme verglichen. Dazu wurden NA8 und NA8pMV2-3 in Komplexmedium 45 
wie bei Vrljic et aL (J Bacteriol (1995) 177: 4021 —4027) beschrieben angezogen, und das Fermentationsmediuin 
CGX1I (J Bacteriol (1993) 175: 5595—5603) jeweils getrennt beimpft Das Medium enthielt zusatzlich 5 mM 
L-Methionin, um die intrazellulare L-Lysinbiosynthese zu induzieren. Nach Kultivierung fur 24 Stunden bei 
30°C auf dem Rotationsschuttier bei 140 Upm wurde zellinterne und externe L-Lysinbestimmungen durchge- 
fuhrt Zur zellinternen Bestimmung wurden SUikonoIzentrifugationen durchgefuhrt (Methods Enzymology LV so 
(1979) 547—567); die Bestimmung der Aminosauren erfolgte rnittels Hochdruckflussigchroraatografie (J Chro- 
raat (1983) 266: 471—482). Diese Bestimmungen wurden zu verschiedenen Zeiten, wie in Fig- 3 angegeben, 
durchgefuhrt Entsprechend dem benutzten Verfahren wird das angestaute zellinterne L-Lysin also durch 
pMV2-3 verraehrt ausgeschieden und akkumuliert Entsprechend ist erwartungsgemiB auch das zellintem 
vorhandene L-Lysins stark reduziert Somit stellt die Nutzung des entdeckten und beschriebenen Exporters ein 55 
Verfahren dar, um die L-Lysinbiidung entscheidend zu verbessern. 

f) Gesteigerte Akkumulation von L-Lysin durch lysE oder lysEG 

Vora Subclon pMV2-3, der das sequenziene 2374 bp BamHI-Fragment in pJCl enthait (siehe Fig. 1), wurde 60 
entsprechend der Sequenzinformauon das lysE tragend 1173 bp PyuII-Hindll Fragment in pZl (Appl Env 
Microbiol (1989) 55: 684—688) ligiert, und so das Plasmid plysE erhaiten. Dieses Plasmid, sowi das lysEIysG 
tragende Plasmid pMV2-3 wurde durch Elektroporation in C glutaraicum Stamm d eingehlhrt, indem chromoso- 
raale Bereiche deletiert sind- Die erhaltenen Stamme C giutamicura d pMV2-3. C giutamicum d plysE, C 
glutamicum pJCl wurden wie unter e) beschrieben zunachst auf Komplexmedium vorgezogen, dann in Produk- 65 
donsrniniraalmedium CGXH zusammen mit 4% Glukose und 5 mM L-Methionin kultiviert, und Proben zur 
Bestimmung des akkumulierten L-Lysins entnommen. Wie aus Fig. 4 ersichtlich, wird durch lysEIysG eine 
Steigerung der Lysinakkumulation gegenuber der Kontrolle erreichL Die plysE wird durch dieses Verfahren 
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10 



15 



eine auflerordentlich gesteigerte Akkumulation voq 4,8 auf 13,2 mM L-Iysin erreichL 
Legenden der TabeUen und Figuren: 

Tabelle 1 : Die Aminosauresequenz des Lysinexporter-Regulators aus Corynebacterium giutainicum, mit dem 
fur DNA-bindende Proteine typischea Helix-Tarn-Helix Motif. 

Tabelle 2 (drei Seiten): Die Nukleotidsequenz des fur den Lysinexporter und Lysinexport-Reguiators codie- 
renden Bereichs aus C giutamicuin. 

Tabelle 3: Die Aminosauresequenz des Lysinexporters aus Corynebacterium glutainicum, mit den identifizier- 
ten transmembranen Helices TMH1 bis TMH6. 

Fig. 1 : Die durch die Klonierung erhaltenen DNA-Fragraente in pMV6-3 und pMV8-5-24, die die Lysinsekre- 
tion bewirken, sowie der aus pMV6-3 hergestellte Subklon pMV2-3 t der ebenfalis die Lysinsekretion bewirkt 
und sequenziert wurde-B, BamHI; Sm, Sinai; Sc, Sad; SI Sallft Hindll; X, XhoL 

Fig. 2; Vergieich der abgeleiteten Aminosauresequenz von LysE aus.C glutainicum (oben% mit einem Genpro- 
dukt bislang unbekannter Funktion aus Escherichi coli (unten), das dadurch als Exportcarrier identifiziert ist 

Fig. 3: Gesteigener Lysinexport durch pMV2-3 mit C glutainicum NA8. Oben, die Kontrolle mit geringer 
Ausscheidung und zeilinternem Anstau von Lysin bis etwa 150 mM. Unten die durch pMV2-3 bewirkte hoh 
Ausscheidung mit zeilinternem nur geringera Anstau von etwa 30 mM. 

Fig. 4: Die Steigerung der Lysinakkumulation in C glutainicum durch lysEIysG (pMV2-3) (mitdere Kurvel 
und die durch IysE (plysE) bedingte Akkumulation (obere Kurve). 
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— fin 
GGTAAAC GACTTCCACAATGAGcACGGACCGGGTXAAGGACGCCCGCTTCX TCACTTT TTG 

• , • - - - 120 

f-LysG 

GGACTTGGAAAACTCTTCATTGAXTCCGGCGTTAGGGAGCTAACGACGTAGTTGCTGCCG 

- PRLCEIAADVVA 

_ * 1 QQ 

CAGACACTCAGATCGATCTCTAGATCTAAGGTCCGC GGTAGCAACGGTTATGTAGC CAC A 
DTLRALSRS ELRWRQWYMPT 

CAGTTACCCATAGAGTAGCTCCTCCTAGTGAAC^GGACGAAAArCGTACCCTCGTCGAA^ 240 
01 P I E D LL I VE GAKLMPAA'Q 

CCAA^GCCCTTCTTCAGGGGTTGGTTCCGGAGCCGCTrAACGGAGTGGTTT^GGA\GGCG ^ ° 
TEPLLGWGLGRRIAEGFGEA 

GCTGCCCTGTTACCTATGC^GGACGCGGGGTGTCCTGGTAGCTGCGCGGGCAGGTCCAG ^ 
SPVISVRRRGVPGDVRGDLD 

420 

TGCCAGAACTTCGTGTAGAAACCCTGGCTTCGCATTCTGCCCGTAGCGTCGGGTTAGATC 
RDQLVDKPG FRLVPMAAWDL 

AAAGGGTAGTTGGTACATCCGTAGGGCGTTACTCCCCCAACGTTACCGGTTCACCGCGTA ^ 
KGDV MYADRLSPTAIALHRM 

CCAAGGT TCAAGATGATGAAGTGTAGGGCGGTGCCCTAATCGAAGTGCCCAAT GGCGAGG ^ 
TGLEVVECGAVPMAERTVAG 

AT T T TGT AGAGGTGC CGCGTC GTT CCT ATTACACAC GC GAAGT AGAAGGT T C GC GT C GCA ^ 
LVDGRRLLSLTHAEDELRLT 

CTCGCAACGAGGTGGGGTTCTTCGATGGAGCAACTTGTGCCCTCCTTTGCTACACCTATC 

LTAGGWSAVENFVp ? F W T 5 L 35 

GC T TAG AC GCAACT ACC GC TAG C AAT T GCCC T AAAGTC GT T C C GCAGGT C TAT CAACGC G 



SDANIAI TLP I EALRGSLQA 

\AT C AAAGACGAACGT CGTTGTGGTAAAAGGCGC GAC GAAC GTGT TC CT GAAGTGGGC G 
KTEAQLLVKKRAAQVLVEGA 



AAGC CAAC GAAAC CGGC CAAC C CAC GC GCTATGGTT GT GAGCT GGGT GCAC T ACGAGCTC 
ETAKAPQTRSVLVRGVHHEL 

TCGAAATTGCGCGACTGAGTGGCGGCTCCCCCTTTACCTTTCCCGATTCCTCCGCGGAAG ^ ° 
AKVRQSVAS PSISLALSAGE 



10 



15 



20 



25 



45 



50 



55 



60 



65 



f 

7 



DE 195 48 222 Al 



9.60 

<—LysG4- 

CTTCGACGGAACTACHTIACTAACTCTCGTTTCACAGCT 5 - 

5 TGCCTTCATCAATGATTGAGAiSCAAAGTGTCCAGTTGAATGGGGTTCATGAAGCT 

FSGEDI ISLLTDLQIPNM 

AT ATT AAAC CAT GTT AAGAAC CAATC ATT T T AC T T AA GT AC T TC CAT AGGT C AC G ATGGT 

M V 
f-LysE-~> 

cmcattcaaatcttcattAcagct 1080 

IMEIFITGLLLGAS .LLLSIG 

accgcagaatgtactgctgattjvaacaaggaattaagcgcgaaggac ' 1140 



PQNVtVIKQCIKREGLlAVL 

TCTCGTCTGTTTAATTTCTGACG^ 
I.VCLISOVFI.FIAGTLGVDL 

TTTGTCC^ATGCCGCGCCGATCGTGCTCGATATTATGCGCTGGGGTG^ 
LSNAAPIVLDIMRWGGIAYL 



1200 



1260 



GTTATGGTTTGCCGTCAXGGCAGCGAAAGACG^ 1320 
LWFAVMAAKDAMTNKVEAPQ 



GATCATTGAAGAAACAGAACCAACCGTGCCCGATGA 
IIBETEPTVPDOTPLGGSAV 



1380 



GGCCACTGA»CGCGCAACCGGGTGCGGGTGGAGGTGAGC 1 4 4 ° 

ATDTRNRVRVEVSVDKQR V I 

GGTAAAGCCCATGTTGATG^AATCGTGCTGACCTGGTTGAACCCG^ 1500 
VKPMLMAIVLT WLN PWAYLD 

CGCGTTTCTGTTTATCGGCGGCG^ 13 60 

AFV FIGGVGAQYGDTGRWIF 

cgccg<:tgg<:gcotcgcggcj^gcctgatctggttcccgctggtgggt^ 1620 

AAGAFAASLIWFPLVGFGAA 

agcattgtcacckccgctgtcc^^ 1680 

ALSRPLSSPKVWRWINVVVA 



Tabelle 2 (fortgesetzt) 
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1740 

/ ox£3 

- N E R T K 

5 " C TAC TGGC GTAAC CGGTAGTTTGACTACAAC TACCCAATCAAAAGCGC CCAAAA 

AGTTGTGATGACCGCATTGGCCATCAAACTGATGTTGATGGGTTAGTTTTCGC GG 5 * 5 
VVMTALAI K X. M L M G - 

LysE / 

. 1800 

C C T TAGC CAC C GGAAGC GGGTTTACAAC TAC GGC C GCAGCAC C C T T TAG AGTAGCT AGC G 

SDTAKAWINIGADHSIEDIA 10 

. 1360 

GAGGTTGAGCCGCAGTCTTTTGAGGTTCAACAACTCACTTAGTTCCGACAACAGGTCGAC 
SLEADS FELNNI»SDLSNDLQ 



. 2220 

GT T CAAGAGT GGCAGT AGC GGGC CAAGGAGGT GGGTT GC T AATT AC TAC C T TAT C GAAC C 
LNEGD DGPEEVWRNI I SYS ? 

. 2280 

GACTACT TAGTC TTCGCCCGTCGGGAGGAGGCGGTACT TGAGT CGGCGGAGGC GAC ACT C 
QHILLPCGEEAMFEA AEATL 

. 2340 

GAGAC CT GGCATC C T T CTT TATGGGT GCATTT C TCGGAAAGGT C T GC GT T GT TACAGT GC 
EPGYSSI GVYLAKGSAVI DR 

- 2374 

GTT ACGCAT GTAC CAAAGAAGGT TTCC T CAT AGA 
LAYMTSEL PTD 



15 



20 



- 1920 

GAGTTGACTGCTTCGTGGTTAGTTACGTGACCAGTGCCATAGGCGCGGCATGAGAGGAAC 
SVSSAGILASTVTDAGYEGQ 

. 1980 

GAGC GC GT C GT GGGT AC GTT C GC GGTAGACGC GTT CACTGAC GGGC GCAAGGAC CC GC TA 
ERLVWALAMQALSQGREQAI 

2040 

CAG T AAC T C GAAC GC C T GGTAT AGT T ATAACAAGT GCAAGT TGT AC GGGAGT C T GT C C C T 

dn&krVmdx'nkvnlmgssls 

1 - . 2100 

GAATGGGACCGACCGCGCCCTTGGGAGACCTTAAGGTAGCTCTATAAACAGGCACTCGTC 25 
KGQSAR5GEP I GDLYKDTLL 

. 2160 

CGGGACGCGTTCACCACTCTTTCGTTACTGCGGTTCTGGTAACAACCGTCGACTGACGTT 
GQALP S FAIVGLGNNAASQL 



Tabelle 2 (fortgeset2i) 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur mikrobiellen Herstellung von Aminosauren, bei dem die Exportcarrier-Aktivitat und/oder 
die Exportgen-Expression eines die entsprechende Aminosaure produzierenden Mikroorganismus erhoht 
wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurcb gekennzeichnet, daB die endogene Expo rtcarrier-Aktivi tat des 
Mikroorganismus erhoht wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet daB durch Mutation des endogenen Exportgens ein 
Carrier rait hoherer Expo rt-Aktivi tat erzeugt wird. 

4. Verfahren nach einera der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB die Genexpression des 
Exportcarriers durch Erhdhen der Genkopienzahl erhoht wird 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB zur Erhdhung der Genkopienzahl das Export- 
gen in ein Genkonstrukt eingebaut wird. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB das Exportgen in einen Vektor mit niedriger 
Kopienzahi eingebaut wird. 

7. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, dadurch gekennzeichnet, daB das Exportgen in ein Genkonstrukt 
eingebaut wird, das dem Exportgen zugeordnete regulatorische Gensequenzen enthalL 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB die regulatorische Gensequenz eine fur die in 
Tabelle i angegebene Aminosauresequenz und deren Allelvariationen kodierende Nukleotidsequenz auf- 
weist 
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9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB die regulatorische Gensequenz eine Nukleotid- 
sequenz von Nukleotid 954 bis 82 gemaB Tabelie 2 oder eine irn wesentlichen gleichwirkende DNA-Se- 
quenz aufweist. 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 5 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daB ein die entsprechende 
Aminosaure produzierender Mikroorganismus mit dem das Ex port gen enthaltende Genkonstrukt transfor- 
miert wird 

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB ein Mikroorganismus der Gattung Coryne- 
bacterium mit dem das Exportgen enthaltende Genkonstrukt transformiert wird 

12. Verfahren nach Anspruch 10 oder 1 1, dadurch gekennzeichnet, daB fur die Transformation ein Mikroor- 
ganismus eingesetzt wird, in dem die an der Synthese der entsprechenden Aminosaure betetligten Enzyme 
dereguliert sind 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 10 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daB fur die Transformation ein 
Mikroorganismus eingesetzt wird, der einen erhohten Anteii an Zentralstoffwechseimetaboliten enthalt 

14. Verfahren nach einem der Anspruche 4 bis 13, dadurch gekennzeichnet, daB das Exportgen aus einem 
Mikroorganismen-Stamm der Gattung Corynebacterium isoliert wird 

15. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die Exportgense- 
quenz durch Vergleich mit der Sequenz eines bereits bekannten Exportgens identifizien wird 

16. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, daB die von der zu identiflzierenden Exportgen- 
sequenz abgeleitete A m i nosaures equenz mit der in Tabelie 3 angegebenen Aminosauresequenz oder deren 
AUelvariationen verglichen wird 

17. Verfahren nacb einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die Exportgen- Ex- 
pression durch Verstarkung der Transkriptionssignaie erhoht wird 

18. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB als Exportgen ein 
Gen mit einer fur die in Tabelie 3 angegebene Aminosauresequenz und deren AUelvariationen kodierenden 
Nukleotidsequenz eingesetzt wird 

19. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daB als Exportgen ein Gen rait der Nukleotidse- 
quenz von Nukleotid 1016 bis 1725 gemaB Tabelie 2 oder einer im wesentlichen gleichwirkenden DNA-Se- 
quenz eingesetzt wird 

20. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche zur Herstellung von L-Lysin. 

21. Fur einen Aminosaure-Exportcarrier kodierendes Exportgen. 

22. Exportgen nach Anspruch 21 mit einer fur die in Tabelie 3 angegebene Aminosauresequenz und deren 
AUelvariationen kodierenden Nukleotidsequenz, 

23. Exportgen nach Anspruch 22 mit der Nukleotidsequenz von Nukleotid 1016 bis 1725 gemafi Tabelie 2 
oder einer im wesentiichen gleichwirkenden DNA-Sequenz. 

24. Exportgen nach einem der Anspruche 21 bis 23 mit diesem zugeordneten regulatorischen Gensequen- 
zen. 

25. Exportgen nach Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet, daB die regulatorische Gensequenz eine fur die 
in Tabelie 1 angegebene Aminosauresequenz und deren AJielvariationen kodierende Nukleotidsequenz 
aufweist 

26. Exportgen nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, daB die regulatorische Gensequenz eine Nukleo- 
tidsequenz von Nukleotid 954 bis 82 gemaB Tabelie 2 oder eine im wesentlichen gleichwirkenden DNA-Se- 
quenz aufweist. 

27. Zur Regulation eines fur einen Aminosaure- Exportcarrier kodierenden Exportgens geeignetes Regula- 
torgen mit einer fur die in Tabelie 1 angegebene Aminosauresequenz und deren AUelvariationen kodieren- 
den Nukleotidsequenz. 

28. Reguiatorgen nach Anspruch 27 mit der Nukleotidsequenz von Nukleotid 954 bis 82 gemaB Tabelie 2 
oder einer im wesendichen gleichwirkenden DNA-Sequenz. 

29. Genstruktur, enthaltend ein Exportgen nach einem der Anspruche 21 bis 26. 

30. Genstruktur, enthaltend eine regulatorische Gensequenz nach Anspruch 27 oder 28. 

31. Vektor, enthaltend ein Exportgen nach einem der Anspruche 21 bis 26 oder eine Genstruktur nach 
Anspruch 29. 

32. Vektor nach Anspruch 31 mit niedriger KopienzahL 

33. Vektor, enthaltend eine regulatorische Gensequenz nach Anspruch 27 oder 28 oder eine Genstruktur 
nach Anspruch 30. 

34. Transformiert e Zelle, enthaltend in repllzierbarer Form ein Exportgen nach einem der Anspruche 21 bis 

26 oder eine Genstruktur nach Anspruch 29. 

35. Transformierte Zelle nach Anspruch 34, enthaltend einen Vektor nach Anspruch 31 oder 32. 

36. Transformierte ZeUe nach Anspruch 34 oder 35, dadurch gekennzeichnet, daB sie der Gattung Coryne- 
bacterium angehort 

37. Transformierte Zeile nach einem der Anspruche 34 bis 36, dadurch gekennzeichnet, daB in dieser die an 
der Synthese beteiligten Enzyme der Aminosaure, die mittels des Export carriers, fur das das in die transfor- 
mierte Zelle ubertragene Exportgen kodiert, aus der ZeUe ausgeschieust wird dereguliert sind 

38. Transformierte Zelle nach einem der Anspruche 34 bis 37, dadurch gekennzeichnet, daB sie einen 
erhohten Anteii an Zentralstoffwechs fmetaboiiten enthalt 

39. Transformierte ZeUe, enthaltend in replizierbarer Form eine regulatorische Gensequenz nach Anspruch 

27 oder 28 oder eine Genstruktur nach Anspruch 30. 

40. Transformierte Zelle nach Anspruch 39, enthaltend einen Vektor nach Anspruch 33. 

41. Fur den Export von Aminosauren geeignete Membranproteine mit 6 transmerabranen Melices. 
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4Z Membranprotein nach Anspruch 41 mit der in Tabelle 3 angegebenen Aminosauresequenz, wobei 
Tabelle 3 Bestandteil dieses Anspruches ist 

43. Verwendung eines Exportgens zur Steigerung der Aminosaureproduktion von MikroorganismeiL 

44. Verwendung nach Anspruch 43, dadurch gekennzeichnet, daB ein rautiertes Exportgen, das fur ein 
Enzyra mit erhohter Exportcarrier-Aktivitat kodiert, verwendet wird. 

45. Verwendung nach Anspruch 43 oder 44, dadurch gekennzeichnet, daB der Aminosa tire-prod uzi rende 
Mikroorganismus mit inem Genkonstrukt, das ein Exportgen enthalt, transformiert wird 

46. Verwendung nach Anspruch 45, dadurch gekennzeichnet, daB das Genkonstrukt zusatzlich regulatori- 
sche Gensequenzen tragt 

47. Verwendung nach einem der Anspriiche 43 bis 46, dadurch gekennzeichnet, daB ein Exportgen aus 
Corynebacterium verwendet wird. 

48. Verwendung nach einem der Anspruche 43 bis 47, dadurch gekennzeichnet daB als Aminosaure-produ- 
zierender Mikroorganismus Corynebacterium verwendet wird. 
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